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({54) Zpiisob v§roby krmnych kvasnic a/nebo ethylalkcholu
z rostlinného materidlu

1 2

Regeni se tykd zplisobu vyroby krmnych
kvasni¢ -a/nebo ethylalkoholu z rostlinnych
odpadnich latek, materidlu- rostlinného pi-
vodu,- obsahujiciho celuldézu (nap¥. i papiru)
a zemé&dslskych odpadd.

Podle feSeni se odpady pFedem zpracovi-
vaji se zfed&nou anorganickou kyselinou a/
/nebo zfeddnym louhem za tepla a potom
se fermentuji o sob& zndmym zplsobem
kmenem Candida utilis var, cellulolytica, u-
loZenym 23. zaii 1980 pod ¢&islem CU
28 00199 v madarské ndrodni sbirce kme-
ni (OKI}.

JestliZe se fermentace provadi za aerob-
nich podminek, tak vznikaji krmné kvasni-
ce, které se mohou po odfiltrovani nebo pii-
mo rozpraSenim sudit. JestliZe se fermentu-
je za anaerobnich podminek, tak vznika e-
thylalkohol, zatimco fermentace za mohut-
ného provétravani (max. 1 mg O,/1) vede k
tomu, %e vznikaji soufasné krmné kvasnice
a ethylalkohol.
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Vyndlez se tykd zpilisobu vyroby krmnych
kvasnic a/nebo ethylalkcholu z rostlinného
materidlu, jako jsou zemé&dé&lské uZitkové
rostliny a/nebo divoce rostouci rostliny ne-
bo jejich odpady a/nebo z priumyslového od-
padu s ocbsahem celulézy.

Rostliny, presngji 25 aZ 40 % sudiny rost-
linnych odpadnich latek, sestdvaji z celu-
lozy. Kromé& toho obsahuji je3td lignin v
mnozstvi asi 20 aZ 40 % a men3i mnoZstvi
polymert, skladajicich se z pentdzovych jed-
notek a polymerdi, sestavenych z hex6zo-
vych jednotek, jakoZ i dal$i anorganické a
organické latky.

Pro zuZitkovani rostlin a rostlinnych od-
padl fermentaci jsou znamy dvé cesty. Jed-
nou z nich je pfimé fermentace celuldzy po-
moci mikroorganismil, rozklddajicich celu-
16zu, to jest celulolytickych mikroorganis-
mil.

Druha moZnost spe€ivd v tom, Ze se celu-
16zy odbouraji kysele nebo enzymaticky na
glukozu a ziskand glukéza se fermentuje.

Je pouze neékolik mélo mikroorganismi,
které se hodi k pfimé fermentaci celulszy,
ale 1 tyto organismy rozklddaji celulézu jen
velmi pomalu. Mikroorganismy rozklddajici
celuldzu jsou napfiklad z bakterii druhu Cel-
lulomonas a Cellovibrio a z kvasinek napii-
klad Myrrothecium verrucaria, Trichoder-
ma viride atd.

Pro vyrobu mikrobidlni bilkoviny za po-
uZit{ mikroorganismi, rozklddajicich celulo-
zu byly provedeny Ch. E. Dunlapem [(A.
Chem. Soc. Symp. 1970) pokusy s kmeny
Cellulomonoas a Alcaligenes. F. Kargi a M.
L. Schuler (Biotechn. and Bioeng. Vol. XXII,
1567—1 600, 1980) experimentovali s muta-
ci Psendomonas fluorescens.

Pokusy, sméFujici k vyrob& mikrobidlni
hilkoviny (Single Cell Protein, SCP) za po-
meci bakterii a plisni ztratily pozvolna na
vyznamu, proto proti pouZiti t&chto mikro-
organismi jako krmné bilkoviny byly z hle-
disks veterindrni mediciny ndmitky.

MoZnosti zuZitkovdni celulézy fermenta-
ci jsou mnohem 8irsi, jestliZe se celuldza
nejdrive hydrolyzuje na glukézu, nebot je
stravitelnd téméY pro vSechny mikroorganis-
my.
Sholler a Thornes vypracovali jako prv-
ni na rozhrani stoleti zplisob totdlni hydro-
lyzy celulozy. Pri tomto zplsobu se pouZi-
valy anorganické kyseliny st¥edni koncen-
trace pii teplotdch nad 100 °C. Zptsob byl
proto velmi nédkladny z hlediska spotfeby
energie a k jeho provedeni byla nutné za-
Fizeni odolnd vifi kyselindm a tlaku. Tento
zplisob byl sice pozdé&ji modernizovdn (by-
lo moZné sniZit koncentraci kyselin a tlak),
avSak nové tovarny, které pracuji podle to-
hoto zplisobu se jiZ nestavi.

0d roku 1950 se provadi pokusy hydroly-
zovat celuldzu pomoci enzymu Cellulazy, vy-
robené z hub [B. Hagerdal aj.: Diotechn.
and Bioeng. XXII, 1515—1526 a 1 527—1 542,
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1980). Pro hydrolyzu celulézy se vSeobecné
pouZivda enzymaticky systém Trichoderma
viride (D. Sternberg, Biotechn. and Bioeng.
No. 6,35—53, 1976). ‘

Enzymatickd hydrolyza celuldzy je drahy
zplisob. Obecné se vyplati jen tehdy, jestli-
Ze se roztok glukézy, ziskany hydrolyzou,
miiZe ddle zpracovat na drahy produkt.

PFi vypracovédni zplisobu podle vyndalezu
se vychéazelo z toho, Ze se pro vyrobu SCP
mohou pouZivat pouze mikroorganismy, kte-
ré lze akceptovat pro ufely krmiv pro-zvi-
Fata a které kromé ligninu mohou zuZitko-
vat Sirokou 8kdlu rostlinnych sloZek.

Species utilis pat¥ici k druhtim Candida a
Torulopsis se pouZivaji po desitileti jako
krmné kvasnice. Tyto zndmé druhy  kvasi-
nek nemohou rozkladdat ani lignin, ani ce-
lulézu. Ani v literatu¥e nebyl podnes popsan
Zadny druh kvasinek, ktery je schopen roz-
kladat celulgzu. »

Proti ofekdvdni bylo zjiS$téno, Ze kmen
Candida utilis izolovany v. roce 1978 genetic-.
kymi metodami a metodami selektivnimi pro
kmen je schopen odbourédvat hydratovanou
nebo dstetn& degradovanou celulézu. Pro
hydrataci a degradaci celulézy byl vypraco-
van jednoduchy zplisob pfedipravy, pomoci
néhoZ lze vyrobhit z materidlu, obsahujiciho
celulgzu, Zivny roztok, vhodny pro uvede-
ny kmen kvasinek.

Predmétem vynélezu je proto zplsob vy-
roby krmnych kvasnic a/nebo ethylalkoho-
lu z rostlinného materidluy, jako jsou zems-
dé&lské uZitkové rostliny a/mebo divoce ros-
touci rostliny nebo jejich odpady a/nebo z
primyslového odpadu s obsahem celulézy,
jehoZ podstata spofivd v tom, Ze se rostli-
ny a/nebo jejich odpady a/nebo primyslové
odpady s obsahem celuldzy pfedb&Zné zpra-
cuji zFed&nou anorganickou kyselinou v
hmotnostni kencentraci 0,5 aZ 10,0 % a/ne-
bo hydroxidem sodnym v hmotnostni kon-
centraci 0,5 aZ 10,0 % pfi teploté 80 aZ 100
stupiitt Celsia po dobu 0,5 aZ 5,0 hodin a
potom se provdadi fermentace p¥i teploté 33
a% 39 °C za aerobnich nebo anaercbnich pod-
minek kmenem Candida utilis var. cellulo-
lytica, uloZenym pod &islem CU 28 00199 w
madarské shirce kment OKI.

Kmen CU 28 byl izolovan z polniho kme-
ne. Asi 1 g zetlelého difeva byl homogenizo-
vdn s 9 ml sterilntho fyziologického rozto-
ku kuchyiiské soli. Z roztoku byla p¥Fipra-
vena desitkova zPfedovaci Fada, kterou byl
otkovdn Sabouraudlv agar, obsahujici
CMC. (Sabouraudfliv agar, obsahujici karbo-
xymethylcelulézu odpovidd svym sloZenim
Zivnému médiu Oxoid CM 41 s tim rozdi-
lem, Ze misto dextr6zy obsahuje karboxy-
methylceluldzu.)

Desky byly inkubovdny 72 hodin p¥Fi
25,30, popfipadé 37 °C. Podle bun&tn& mor-
fologickych metod byly vybrdny kultury
kvasinek, vyrostlé na deskdch a p¥eotkova-
ny na Zivné médium, obsahujici glukézu a
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karboxymethylcelulézu, nésledujiciho slo-
Zeni:

lojovy extrakt (Beef-extrakt)

(Difko) 50 g
glukoza 75 g
karboxymethylceluloza 75 g
Bacto pepton (Difco) 40 g
kvasinkovy extrakt {Oxoid

L 21} 10 g
dihydrogenfosforetnan

draselny 0,2 g
hydrogenfosforetnan

dvojdraselny 0,15 g
dihydrogenfosforeénan sodny 20 g
hydrogenfosforeénan dvojsodny 15 g
siran hotrefnaty 0,3 g
siran zinec¢naty 01 g
siran amonny 30 g
chlorid Zelezity 0,1 mg
siran médnaty 0,6 mg
chlorid manganaty 0,15 mg
jodid draselny 0,05 mg
kyselina borita 0,1 mg
agar—agar 15 g
voda ad 1 litr

Obvyklymi zplisoby €isténi byly kultivova-
ny kultury, pochdzejici z jediné buiiky a u-
chovavdny na Zivném médiu, obsahujicim
glukézu a karboxymethylcelulézu. Z téchto
izolatli byly vybrany ty kultury, které nej-
lépe odbourdvaly karboxymethylceluldzu.

Synchronni kultura tochoto kmene byla
podrobena v roce 1978 mutagennimu zpra-
covani, a sice byla pouZita koncentrace N-
-methyl-N-nitroso-N-nitroguanidinu, p¥i kte-
ré pocet Zivych zarodka klesl minimélné o
tFi rady. Builky, které preZily, byly segrego-
vdny. v Zivném médiu, obsahujicim karbo-
xymethylcelulézu a pfeodkovany na pevnou

vychozi latka a produkt

Candida utilis var.

Sabouraudovu Zivnou plidu, obsahujici CMC.
Aktivita celluldzy (tj. schopnost rozkladat
celulozu) ziskanych kolonii mutantd, byla
uré¢ovadna pomoci dinifrosalicylové kyseliny
a byl vybréan kmen s nejv&tsi aktivitou celu-
lazy (Candida utilis var. cellulolytica) a u-
loZen pod Cislem 00 199 v ndrodni sbhirce mi-
kroorganismi zemského tstavu pro zdravot-
nictvi [Orszdgos Kozegészégiligyi Intézet Mi-
kroorganizmusok Nezmeti Gylijteménye]).

Buiiky uvedeného kmene maji tvar elipso-
idu, maly primér se pohybuje mezi 2,5 aZ
4,5 um, velky primér mezi 4,5 aZz 7,5 pym.
Kmen tvo¥i bilé, konvexni kolonie s lesklym
povrchem a hladkymi okraiji.

Pro hydrataci a &aste€nou degradaci se

celuldza zpracovava zrfedénou anorganickou

kyselinou a/nebo zied&nym louhem pf¥i tep-
lotdch mezi 80 az 100 °C, v zavislosti na
druhu rostlinného cdpadu 0,5 aZ 5 hodin.
Koncentrace kyseliny a louhu &ini 0,5 aZ
10 % hmot.

Optimélni koncentrace a optimélni teplo-
ta a doba trvani pFeddpravy se uréuje jed-
notlivé pro kazdy piipad v zavislosti na che-
mickém sloZeni a struktufe rostlinného od-
padu.

V zavislosti na druhu rostliného odpadu
se miZe biokonverzi pFfeménit minimalné 25
aZ 60 % na krmné Kkvasnice, pop¥ipad® e-
thyalkohol. Dale je uvedeno srovnéni kme-
ne Torulopsis utilis, obvyklého pro vyrobu
krmnych kvasnic a kmene Candida utilis
var. cellulolytica, pouZivaného podle vynéle-
zu. V tabulce jsou uvedena mnoZstvi suSe-
nych krmnych kvasnic, kterd lze ziskat ze
100 kg suché suroviny a mnoZstvi ethylal-
koholu ve ° hl, kterd lze ziskat ze 100 kg
suché suroviny (vyjadfeny vytéZek v litru
absolutniho alkcholu).

vytéZek
Torulopsis utilis

cellulolytica
krmné kvasnice ze slamy 9,6—11,2 6,4— 7,8
ethylalkohol ze slamy 12,0—13,0 8,2— 9,4
krmné kvasnice z novinovéhao
papiru 13,2—14,0 8,6— 9,2
ethylalkohol z novinového
papiru 13,6—14,0 8,6— 9,2
krmné kvasnice z kenafy 16,0—18,0 9,2—10,0
ethylalkohol z kenafy 20,0—22,0 11,4—12,2
krmné kvasnice a ethylalkohol
z kenafy 9,0—10,0 4,0— 5,0
krmné kvasnice ze smési,
pripravené v poméru 75 : 25,
odpadu cukrové t¥tiny a bagasy 18,0—-19,0 9,8—10,6
ethylalkohol ze smési,
pripravené v poméru 75 : 25,
odpadu cukrové t¥tiny a bagasy 22,0—23,6 12,2—13,6
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Kenafa je vldknitad rostlina, bagasa je zby-
tek, zbyvajici po vylisovdni cukrové titiny.

Vynalez bude bliZe vysvétlen pomoci né-
sledujicich p¥ikladfi, aniZ by byl ale na ty-
to priklady omezen.

Priklad 1

1000 dild hmotnostnich kenafy se roze-
mele v kladivovém mlyné& na velikost &astic
1 aZz 2 mm. K materidlu se pfidd 9000 dila
hmot. 3,2% kyseliny sirové a smds se zpra-
covdvd tepelnd pri 96 °C po dobu 120 mi-
nut v nadrZi, odolné viici kyselindm. Potom
se pridd 7,2 dilt hmot. superfosfatu a 4,0
dild hmot. technického siranu amonného a
rozpusti se. Roztok se odstfedi, jeho pH se
nastavi technickym hydroxidem sodnym na
hodnotu 6,5. Zivny roztok, vyrobeny timto
zpasobem, se ochladi na 37 °C a inokuluje
se v pomBru 1 : 100 pFedkulturou Candida
utilis var. cellulolytica, obsahujici na mili-
litr 108 pundk.

Piedkultura se vyrobi nédsledovng:

glukdza 75 g
karboxymethylceluldza
{rozpustna ve vodég) 75 g
dihydrogenfosforetnan

draselny 0,2 g
hydrogenfosforeénan dvoj-

draselny 0,15 g
dihydrogenfosforeénan

sodny monohydrat 20 g
hydrogenfosforeé¢nan dvojsodny 15 g
siran hofec¢naty heptahydrat 0,3 g
siran zineCnaty 01 g
siran amonny 30 g
lojovy extrakt (Beef extract) 50 g

(Difco)
Bacto pepton 40 g
kvasinkovy extrakt (Oxoid L 21) 10 g
chlorid Zelezity hexahydréat 0,1 mg
siran médnaty pentahydrat 0,6 mg
chlorid manganaty tetrahydrat 0,15 mg
jodid draselny 0,05 mg
kyselina borita 0,1 mg

se rozpusti v litru destilované vody. Roztok
se sterilizuje jednu hodinu p¥i 105 °C v baii-
ce uzaviené vatovou zatkou. Zivny roztok
se oCkuje p¥i 37 °C 10 ml suspenze Candida
utilis var. cellulolytica, staré 24 hodin a po-
tom se inkubuje pri 37 °C. Zivny roztok
hlavni kultury se oCkuje suspenzi, obsahu-
jici na ml 108 bun&k.

Fermentace se provadi za provétirdvani
prebytkem Kkysliku v mnoZstvi 1 aZ 2 mg
Oy/1. V pfipad& diskontinudlni fermentace
trva fermentace 36 aZ 40 hodin. Na konci
fermentace (po dosaZeni maximdlniho pottu
zérodkd) mohou se kvasnice odfiltrovat na
vakuovém bubnovém filtru nebo filtranim
lisu nebo se ale také mohou pirimo suSit
praskovanim.

Ze 100 kg kenafy lze ziskat popsanym
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zplisobem 16 aZ 18 kg sufenych krmnych
kvasnic.

Priklad 2

Pracuje se stejnym zplsobem jako v pii-.
kladé& 1 s tim rozdilem, Ze se fermentuje za
anaerchnich podminek bez provétrévani.
Fermentace trva 46 aZ 50 hodin. MnoZstvi
alkoholu, které lze oddestilovat z fermen-
tadni bFecky ¢ini — pFepoéteno na absolut-
ni alkohol — 20,0 aZ 22,0 litra.

Priklad 3

Pracuje se stejnym zplsobem jako v p¥i-
kladé 1, avS8ak jako suroviny se misto ke-
nafy pouZije sldma. Preduprava se provadi
3,7% Xkyselinou sirovou pii §8 °C po dobu
38 minut. Po filtraci se zbytek zpracovéava
pri 98 °C po dobu 42 minut 2,8% hydroxi-
dem sodnym. Jak kyselina, tak i hydroxid
se pouZivaji v mnoZstvi 4 500 dili hmot. Fer-
mentace se pri pH 6,3 provadi 46 hodin. Ze
100 kg suché slamy se ziskd 9,6 aZ 11,2 kg
suchych krmnych kvasnic.

Priklad 4

Pracuje se zplisobem popsanym v piikla-
dé 3 s tim rozdilem, Ze se fermentuje bez
provétrdvani, za anaerobnich podminek. Po
52hodinové fermentaci se bietka kultury
destiluje. Ze 100 kg slamy se ziskd, piepoé-
tento na absolutni alkohol, 12 aZ 13 litrid
alkoholu.

Priklad 5

Pracuje se stejné jako v prikladé 1, avSak
misto kenafy se pouZije jako vychozi latka
novinovy papir. Tento se podrobi predtipra-
vé 3,600 hydroxidem sodnym p¥i teploté 98
stupfid Celsia a po dobu 68 minut. Fermen-
tace trva 54 hodin. Ze 100 kg novinového
papiru se ziskd 13,2 aZ 14,0 kg suchych krm-
nych kvasnic.

Priklad 6

Pracuje se zplisobem, popsanym v piikla-
dé 5 s tim rozdilem, Ze se fermentace pro-
vadi bez provétrdvani, za anaerobnich pod-
minek. Po 60 hodindch fermentace se mfiiZe
ziskat ze 100 kg novinového papiru alkohol
v mnoZstvi 13,6 aZ 14,0 litrQ (abs.).

Priklad 7

Pracuje se stejné jako v prikladé 1 s tim
rozdilem, Ze se jako vychozi latka pouZije
smés, sestdvajici ze 75 dilli zbytkQ po skliz-
ni cukrové tftiny a 25 dild bagasy. P¥edtipra-
va se provadi 2,8% kyselinou sirovou pfi
96 °C po dobu 150 minut. Fermentace trva
40 aZ 44 hodin. Ze 100 kg uvedené smési
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1ze vyrobit 18 aZ 19 kg suchych krmnych
kvasnic.

Priklad 8

Pracuje se zplisobem popsanym v pfFikla-
dé 7 s tim rozdilem, Ze se fermentace pro-
vadi za anaerobnich podminek, bez pro-
vétradvani. Fermentace trvd 50 aZ 56 hodin.
Ze 100 kg vychoziho materidlu je moZné vy-
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robit 22,0 aZ 23,6 litrtt absolutniho alkcho-
lu.

P¥iklad 9

Pracuje se zpfisobem popsanym v pfikla-
d& 1, av8ak kultura se provétrdva prebyt-
kem kysliku, a to 0,2 mg/l.

V tomto pfipadé& se ze 100 kg kenafy zis-
kad 9 a¥ 10 kg suchych krmnych kvasnic a
8 aZ 10 litrd absolutniho ethylalkoholu.

PREDMET VYNALEZU

1. Zplisob vyroby krmnych kvasnic a/nebo
ethylalkoholu z rostlinného materidlu jako
jsou zemd&dslské uzitkové rostliny a/nebo
divoce rostouci rostliny nebo jejich odpady
a/nebo z pramyslového cdpadu s obsahem
celulézy, vyznacujici se tim, Ze se rostliny
a/nebo jejich odpady a/nebo pramyslové od-
pady s obsahem celulézy predb&iné zpra-
cuji zfed&nou anorganickou Kkyselinou Vv
hmotnostni koncentraci 0,5 aZ 10,0 % a/
/nebo ‘hydroxidem sodnym v hmotnostni
koncentraci 0,5 aZ 10,0 % p¥i teploté 80 aZ

100 °C po dobu 0,5 aZ 5,0 hodina potom se

provadi fermentace pri teploté 33 az 39 °C
za aercbnich nebo anaerobnich podminek
kmenem Candida utilis var. cellulolytica, u-
loZzenym pod &islem CU 28 00199 v madarské
nérodni sbirce kmenti OKI.

2. Zptsob podle bodu 1, vyznacujici se
tim, ¥e se pfedb&Zné zpracovani provadi zie-
dénou anorganickou kyselinou v hmotnost-
ni koncentraci 0,5 aZ 4,0 %' a/nebo hydrovi-
dem sodnym v hmotnostni koncentraci 0,5
az 4,0 %.

3. Zptsob podle bodu 1, vyznalujici se
tim, Ze se predb&Zné zpracovani provadi pfi
teplot& 80 aZ 98 °C.

4. Zpdsob podle bodu 1, vyznacujici se

tim, Ze se predb&Zné zpracovdni provadi
po dobu 0,5 aZ 3,0 hodiny.

5. Zpliscb podle bodu 1, vyznacdujici se
tim, Ze se fermentace provadi pfi teploté
35 az 37 °C.

8. Zptisob podle bodu 1, vyznatujici se
tim, e se fermentace provadi diskontinual-
né& nebo kontinudlné.

7. Zpisob podle bodu 6, vyznaCujici se
tim, Ze v pfipadé diskontinudlni fermenta-
ce &ini doba fermentace v zvislosti na vy-
chozim materidlu 16 aZ 72 hodin, s vyhodou
16 aZ 50 hodin.

8. Zpfisob podle bodd 1 aZ 7, vyznacujici
se tim, Ze se pro vyrobu krmnych kvasnic
fermentace provadi p¥i obsahu volného kys-
liku ve fermenta&ni b¥efce 1,0 aZ 4,0 mg
0,/1, s vyhodou 1,5 aZ 2,5 mg Oy/l fermen-
taéni bietky.

9. Zptsob podle bodlQ 1 aZ 8, vyznadujici
se tim, Ze se pro vyrobu ethylalkoholu pro-
vaddi fermentace za anaerobnich podminek.

10. Zpasob podle bodll 1 aZ 9, vyznalujici
se tim, Ze se fermentadni bfecka p¥i soucas-
né vyrob& krmnych kvasnic a ethylalkoho-
lu proveétrava pro udrZeni obsahu volného
kysliku na hodnotdch do 1 mg Oy/1 fermen-
tatni bredky.
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